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UvVOoD

Histamin je, poput jo§ nekih biogenih amina
(npr. poput acetilkolina i katekolamina), po osnov-
nom skeletu 1,2-disupstituirani etan koji na jednoj
strani ima baznu amino skupinu, a na drugoj de-
lokalizirani m-sustav (tj. imidazolski prsten). MozZe
prije¢i iz jednog u drugi tautomerni oblik (tzv.
N*—H odnosno N*™—H tautomer), a osim toga, u
ovisnosti o pH medija, nalazi se u jednom od niza
ionskih oblika (tablica 12 i slika 12).

Uloga histamina u normalnoj fiziologiji jo§ nije
potpuno jasna®. U organizmu, u toku normalnih
metaboli¢kih procesa, stvara se dekarboksilacijom
histidina pod utjecajem histidinodekarboksilaze.
Ubraja se u aglandularne hormone. Smatra se da
je aktivni oblik histamina u organizmu monokati-
on. On se slitno drugim transmiterima veZe na
dvije vrste receptora koje je moguée blokirati spe-
cifitnim antagonistima. U organizmu se uglavnom
Cuva u neaktivnom obliku vezan na mukopolisaha-
rid heparin u metakromatskim stanicama. One se
nalaze posvuda u tijelu, ali su posebno ¢este na
granici organizma i okoline: u koZi, pluéima, jetri,
crijevnoj sluznici, slezeni, bubrezima. U krvi ima
histamina u znatnim koncentracijama, no najveéi

* (Clanak se dijelom temeln na radu »Fotoelektronska
spektroskopija biogenih amina: efedrin i histamin«, B. Ruiéié,
nagradenom 1978. I nagradom u okviru »Sklada Krkinih na-
grads, koje tradicionalno dodjeljuje »Krka«, farmaceutska in-
dustrija, Novo Mesto.
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Tablica 1 -— Relativna udestalost ionskih oblika
histamina u vodenom mediju kod ne-
kih pH vrijednesti

DIKATION 0,025 | 0,387 0,715
MONOKATION 0,966 | 0,613 0»,2_815
NEUTRALNA

MOLEKULA 0,01 0,0004 0,0001
ANION 2510-6| 1,010-8 | 25108
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Slika 1 — Yonska i tautomerna ravnoteZa histamina

se dio nalazi u bazofilnim leukocitima i plo€icama
vezan uz ATP i ADP umjesto uz heparin. Poznato
je da patolo3ka stanja, abnormalna zbivanja, trau-
me, opekline i zaraze mijenjaju raspodjelu hista-
mina. Iz toga se moZe razabrati da sudjeluje u
upalnim procesima, anafilaksama, alergijama i me-
dikamentoznim terapijama. Poznata je jo$ i neuro-
nalna funkcija histamina, te djelovanje na sredis-
nji zivcani sustav.

Sposobnost nekih tkiva da razaraju slobodni
histamin temelji se na prisutnosti histaminaze (di-
aminooksidaze koja razara i druge diamine, npr.
putrescin i kadaverin). Ona prevodi histamin u
imidazolacetaldehid, a on se izluéuje iz tijela kao
imidazoloctena kiselina, uglavnom putem mokraée.
Tako npr. pluéno i bubrezno tkivo, a osobito cri-
jevna sluznica, imaju vrlo visoko histaminoliti¢ko
svojstvo. Time se objadnjava €injenica da uzima-
nje histamina per os ne povetava njegovu koncen-
traciju u tkivima. Medutim, ako se crijevna slu-
znica prethodno zasiti npr. putrescinom, toksi¢nost
peroralnog histamina naglo poraste. Slobodni hi-
stamin se iz tijela uklanja metiliranjem (uz pomo¢
histamin metiltransferaze) i acetiliranjem {Sto oba-
vijaju crijevne bakterije).

U tijelu histamin moZe prijeéi iz vezanog u slo-
bodno stanje uslijed nekoliko razli¢itih uzroka:

a) povredom stanicja,
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X—CH,—CH,—R Relativna
aktivnost
(histamin = 100)
X R
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Tablica 2 — Relativna aktivnost nekih H1 i H2
agonista



b) alergiénom reakcijom, posebno kod anafi-
lakti¢kog Soka i bronhijalne astme,

¢) primarnim histaminoliberatorima, poglavito
digvanidinima i alifatskim diaminima,

d) sekundarnim histaminoliberatorima, npr.
morfinom, atropinom, adrenalinom, tubokurari-
nom, kininom itd.

Fizioloski efekti histamina su trojaki:

a) kontrakcija glatke muskulature,

b) dilatacija kapilara (§to izaziva nakupljanje
krvi, osobito u podruéju prugastog miSiéja i koze,
te op¢i pad krvnog tlaka) i poveéana permeabil-
nost kapilarnih stijenki (§to izaziva edeme i opéi
gubitak tekuéine),

¢) pojatanje sekrecija suznih Zlijezda, slinovni-
ca, pankreasa, mukoznih Zlijezda bronhijalne i eri-
jevne sluznice, a osobito Zeluanih zlijezda (gdje
djeluje izravno, tj. mimo inervacije).

Kod histamina moZemo razluditi dvije vrste
djelovanja, s obzirom da se moZe vezati na dva
tipa receptora u stanicama: H14 i H25 H1 receptori
reguliraju kontrakciju glatke muskulature i bron-
hija, a H2 receptori reguliraju sekrecije, a nadeni
su i u centralnom nervnom sustavu. Te se dvije
vrste djelovanja mogu medusobno farmakologki
razlu€iti upotrebom antagonista koji selektivno
blokiraju djelovanje histamina i njemu sli¢nih
agonista (tablica 22) na odgovarajuéi tip receptora.
Zanimljivo je da se 2-metilhistaminom mogu iza-
zvati H1 efekti, a da su pri tome H2 efekti bitno
umanjeni. Naprotiv, upotrebom 4-metilhistamina,
mogu se izazvati H2 efekti histamina, bez vidljive
popratne pojave H1 efekata® Ta je ¢injenica po-
takla na niz kvantnokemijskih studija konformera
histamina i njemu sli¢nih spojeval%7-12, Na te-
melju tih studija do$lo se do zaklju¢ka da je za

H1 aktivnost, osim kationskog oblika amino skupi-
ne, bitno da imidazolski prsten i amino skupina
budu udaljeni jedan od drugoga $to je viSe mogu-
¢e (tj. da s obzirom na centralni etilenski skelet
zauzmu trans konformaciju). Sam mehanizam ve-
zanja na receptor jo$ nije jasan, ali je oéito da pri
tome vaZnu ulogu igra i raspodjela naboja na mo-
nokationu histamina. Nedavna studija pokazuje da
je taj naboj delokaliziranis.

Traganje za podesnim antagonistima veé je du-
g0 vremena ozbiljna zada¢a farmakologije. Do ne-
davno su bili poznati isklju¢ivo H1 antagonisti, i
obiéno su nazivani antihistaminicima. Prvi takav
antagonist, 929F, otkrili su Bovet i Staub (1937.):

HN LH;
L -CH,CH N,
—_—

N CH, :

gdje je gomilanjem velikih skupina na dusiku u

botnom lancu blokirana H1 aktivnost histamina.

Danas je, medutim, poznato da je zajednitki dio
u skeletu H1 antagonista etilamin:

/R1
Ry—CH2CH2N,

R
Sto govori da je vjerojatno upravo to dio molekule
koji se natjefe s histaminom za H1 receptor u sta-
nici. Danas su u upotrebi poglavito ovi tipovi spo-

jeva: etilendiamini, fenotiazini, piperazini, azafluo-
reni i propilamini (tablica 3).

Tablica 3 — Neki H1l antagonisti

R R: —CH2© TRIPELENAMIN
ETILEN DIAMINI ON(CHz)zN(CHg)z
N R: _CHQ_Q—OCH3 MEPIRAMIN
X: —=Cl  R: —(CH2)3N(CH3),
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- - j FENERGAN
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4
AZAFLUORENI @Q@\J\x X:—CH3 R: —@ FENINDAMIN
R
= R
PROPILAMINI OCH(CHz)zN(CH;;)z R: -@ FENIRAMIN
N
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U terapiji su najvaznija njihova antialergi¢na
svojstva, iako uglavnom svladavaju samo histamin-
ske u¢inke, a vrlo slabo sprefavaju pojavu simpto-
ma koji nastaju spajanjem antigena i antitijela.
Primjenjuju se kod anafilakti¢kog Soka, alerginog
i vazomotornog rinitisa, urtikarije, te medikamen-
toznih alergi¢nih reakcija. Protiv bronhijalne ast-
me su nemoéni, iako su vrlo aktivni protiv hista-
minskog bronhospazma. Razlog treba traziti u &i-
njenici da ti antagonisti te$ko blokiraju histamin
koji se oslobada u onoj istoj stanici gdje i djeluje.
H1 antagonisti pokazuju i djelovanje na centralni
nervni sustav: u malim dozama djeluju sedativno,
u velikim dozama stimuliraju. Neki su se antago-
nisti pokazali djelotvornima kod bolesti uzrokova-
noj lokomocijom (»motion sickness«).

H2 antagonisti su otkriveni tek nedavno (1972.)
radom Blacka i suradnika. Prvi su spojevi bili bu-
rimamid:

HIL/\>—CH2CH2CH2CH2NH'%'NH'CH3
N
S

i metiamid:
H'L/[\\}—CHg-S-CHQCHgNH-ﬁ-NH-CHg
S

Metiamid ima jate djelovanje, ali je napusten zbog
neugodnih nusefekata. Pokazalo se da se ti efekti
mogu izbjeéi zamjenjivanjem ostatka tiouree s ci-
jangvanidinskim ostatkom. Tako je dobiven vrlo
djelotvoran lijek za ulkus, cimetidin:

" D-CHz-S-CHoCHaNH-C-NH-CH3
=N I
N-CN

ODREDIVANJE
ELEKTRONSKE STRUKTURE
BIOLOSKI AKTIVNIH MOLEKULA

Prije dvadesetak godina zamijeteno je da
kvantnokemijski ra¢uni daju neuobitajeno visoke
energije najvisih popunjenih orbitala (HOMO ener-
gije) za biogene amine'®. Od tada se u literaturi
pojavljivao niz korelacija ratunskih HOMO ener-
gija s bioloSkom aktivnosti'®. U ve¢ini slufajeva je
pozitivni ishod takvih korelacija primjenjivan za
dokazivanje povezanosti bioloSke aktivnosti i elek-
tronske struktiure. Medutim, iako veéina kvantno-
kemijskih raduna dobro reproducira trend promje-
na u elektronskoj strukturi unutar niza sliénih mo-
lekula (koji nastaje npr. dodavanjem, zamjenom ili
oduzimanjem nekog supstituenta), rezultate treba,
u kvantitativnom smislu, uzeti s priliénom dozom
rezerve.
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Ultraljubicasta fotoelektronska spektroskopija,
kao metoda eksperimentalnog odredivanja energija
ionizacije, pokazala se snaznim orudem za odredi-
vanje elektronske strukture. Energija ionizacije je
razlika izmedu energije osnovnog stanja neutralne
molekule i energije jednog od stanja molekularnog
iona. Uz pomo¢ Koopmansovog teorema, moZemo
tako definirane energije ionizacije (E;) povezati s
energijama diskretnih molekularnih orbitala (¢5¢F):

SCF

Ey = —¢x k=123,...,n

Unato¢ tome §to ovaj teorem podlijeZe oStrim
ogranienjima, uobidajena je praksa da se, barem
u prvoj aproksimaciji, prihvati njegovo vaZenje.
Na taj nacin se dobije eksperimentalna slika elek-
tronske strukture ispitivane molekule. Stoga su jo$
1974. na Institutu »Ruder Boskovié« zapoéela istra-
zivanja elektronske strukture bioloski aktivnih mo-
lekula i njihovih sastavnih dijelova pomoé¢u foto-
elektronske spektroskopije, a rezultati su publici-
rani u odgovarajuéoj seriji ¢lanakal®.

REZULTATI I DISKUSIJA

Fotoelektronski spektar histamina uz He(I) po-
budu prikazan je na slici 2. Vertikalne energije io-
nizacije, odabrane kao maksimumi u sustavu, na-
vedene su iznad pridruzenih mjesta u spektru (u
eV, s apsolutnom pogreskom = 0,02 eV).

B
1489 <‘>\CH§CH2NH2

N

8 Ef/eV
Slika 2 — He (I) fotoelektronski spektar histamina

U molekuli histamina, prve 4 orbitale mogu se
pripisati n-molekularnim orbitalama, odnosno slo-
bodnim elektronskim parovima na duSikovim ato-
mima. U fotoelektronskom spektru, odgovarajuce
ionizacije su slabo razlucene. Sva ¢&etiri sustava
samo su djelomiéno razlufena i pokazuju dva ma-
ksimuma: 8,47 eV i 10,07 V. Usporedbom povrsina
tih sustava moZe se zakljuiti, da maksimum kod
8,47 eV skriva jedan sustav, a maksimum kod 10,07
eV skriva tri nerazluc¢ena sustava.

Pri interpretaciji fotoelektronskih spektara jole
kompleksnijih molekula ¢esto se primjenjuje pri-
stup s tzv. nizom modelnih spojeva. U naSem sluca-
ju su &lanovi takvog niza odabrani kao imidazol,
4(5)-metilimidazol i histamin (slika 3). U fotoelek-
tronskom spektru imidazola!” (slika 4) prvi sustav



iz dvostruko degenerirane e,, m-orbitale. U mole-
kuli toluena prva dva nivoa takoder pripadaju -
-orbitalama, koje su po svome obliku vrlo sli¢ne
n-orbitalama benzena, no zbog utjecaja bo¢nog sup-
stituenta degeneracija se razbija i my~molekularna
orbitala (by) ¢e biti ne$to destabilizirana, dok ¢e
me-orbitala (a;) ostati gotovo kod iste energije (jer
se supstituent nalazi u ¢évornoj ravnini molekular-
ne orbitale) (slika 5). U fotoelektronskom spektru
toluena®® pripadni sustavi su dosta dobro razluéeni
i nalaze se kod 9,00 i 9,33 eV 2!, U fotoelektron-
skom spektru 4(5)-metilimidazola 2 (slika 6) prvi
sustav kod 8,57 eV se pripisuje ny-ionizaciji, a - i
ny-ionizacija tvore dvostruki, nerazluéeni, sustav
kod 10,13 eV (slika 3).

Skok iz 4(5)-metilimidazola u histamin moze se
usporediti sa skokom iz toluena u fenetilamin (pre-
ko etilbenzena) (slika 5). Usporedba fotoelektron-

E%V 9-
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Slika 3 — Shema promjene energija molekularnih
orbitala u nizu: imidazol, 4(5)-metilimi-
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Slika 5 — Shema promjene energija molekularnih
orbitala u nizu: benzen, toluen, etilbenzen
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20 18 16 14 12 10 Ep /eV i fenetilamin
N
Slika 4 — He (I) fotoelektronski spektar imidazola . [ »
H3
N
se nalazi kod 8,81 eV i pripisuje se ionizaciji iz wss b

ng-orbitale, a idu¢a su dva sustava, koji nastaju
ionizacijom iz sm,-orbitale odnosno slobodnog elek-
tronskog para na dusiku, nerazluéena i daju zajed-
ni¢ki maksimum kod 10,38 eV. Veé naredn; sustav,
kod 14,03 €V pripada o-ionizaciji. Iz oblika tih su-
stava, kao i iz ab initio raduna za imidazol'8, moZe
se zaklju€iti da je najvjerojatniji redoslijed orbi-
tala w3, me 1 ny (slika 3). Kod 4(5)-metilimidazola,
uslijed utjecaja bolnog supstituenta, moZe se ode-
kivati destabilizacija ms-, n.~ i ny-orbitala za 0,3—

—0,4 eV. Sli¢nu situaciju susreéemo kad usporedu- 18 16 n 12 0 8 E,/eV
jemo benzen i toluen. U fotoelektronskom spektru Slika 6 — He(l) fotoelektronski spekiar 4(5)-metil-
benzena'® sustav kod 9,23 eV pripisuje se jonizaciji imidazola
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skih spektara etilbenzena i toluena, dovodi do za-
kljutka da produljenje bo¢nog lanca za jedan uglji-
kov atom gotovo ne mijenja energije m-orbitala
(kod etilbenzena su pripadni sustavi kod 8,95 i 9,29
eV)2t. Kod fenetilamina, moZe se oCekivati da do-
datno produljenje boénog lanca za jednu amino
skupinu takoder ne¢e unijeti znatne promjene u
n-orbitalama aromatskog prstena, odnosno da ¢e
interakcija kroz prostor izmedu slobodnog elek-
tronskog para na dusiku i benzenske jezgre biti za-
nemarivo mala. U fotoelektronskom spekiru fene-
tilamina®®, ionizacije iz m-orbitala (8,99 i 9,35 eV)
vrlo su slabo razluéene,-jer u isto podruéje pada i
ionizacija iz slobodnog para na duiku (9,4 eV, u
dobroj usporedbi s ionizacijom iz slobodnog para
na dusiku u metilaminu: 9,64 eV).

U fotoelektronskom spektru histamina prvi su-
stav kod 8,47 €V moze se pripisati bez poteSkota
ionizaciji iz az-orbitale. Cinjenica da je ta ener-
gija gotovo jednaka kao i u metilimidazolu potvr-
duje pretpostavku da produljenje bo¢nog lanca za
jedan ugljikov atom i jednu amino skupinu ne
perturbira u znatnoj mjeri imidazolski prsten. Kao
i u fenetilaminu, ionizacija slobodnog elektronskog
para na duSiku u bo¢nom lancu moZe se oCekivati
kod 9,5 eV. To znaéi da se tri nerazluCena sustava
kod 10,07 eV mogu redom pridruZziti ionizacijama:
nx (boéni lanac), 7, te ny (prsten), dok sustav kod
11,75 eV potjele iz o-ionizacija (slika 3).

Ti rezultati nameéu nekoliko zakljutaka i
smjernica za daljnja istrazivanja. Eksperimental-
na mjerenja pokazuju da molekula histamina u
plinskoj fazi vrlo vjerojatno zauzima konfiguraciju
u kojoj su aminska skupina i imidazolski prsten na
relativno velikoj medusobnoj udaljenosti, sli¢no
konformaciji aktivnog oblika histamina u tijelu. Ta
okolnost omoguéuje izravnu usporedbu tako dobi-
vene elektronske strukture i bioloSke aktivnosti
mjerene in vivo, ¢dnosno in vitro. lako mjerenje
potvrduje ono §to je predvideno kvantnokemijskim
radunima, tj. visoku HOMO energiju, to nije jedini
mjerodavni podatak pri razmatranju elektronske
strukture. Iskustvo pokazuje da pri tome treba uze-
ti u obzir i druge visokoleZete molekularne orbi-
tale. U sludaju histamina, one imaju 7-, odnosno
n-karakter, $to znaéi da dodavanje razli¢itih sup-
stituenata histaminu neée radikalno promijeniti
njihov izgled i energiju. To je vrlo vaZna €injenica,
jer pokazuje zadto supstituirani histamini ne gube
u potpunosti histaminski karakter. Jednako tako se
moze objasniti zadto se zamjenjivanjem imidazol-
skog prstena nekim drugim pogodnim m-sustavom
dobiju spojevi koji, ako ve¢ ne pokazuju svojstva
karakteristi¢na za histamin, mogu barem blokirati
histaminske receptore. Dodatne informacije koje bi
mogle pomoéi u rasvjetljavanju veze izmedu bio-
logke aktivnosti histamina i elektronske strukture,
vjerojatno ¢e se dobiti upravo proutavanjem elek-
tronske strukture histaminskih antagonista i ago-
nista, te supstituiranih histamina pomoéu fotoelek-
tronske spektroskopije.

EKSPERIMENTALNI DIO

Fotoelektronski spektri histamina, imidazola i
4(5)-metilimidazola snimljeni su na UV-G3 instru-
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mentu®, primjenom He(I) pobude. Zbog postizanja
dovoljnog tlaka para, bilo je potrebno podignuti
temperaturu ulaznog sustava na instrumentu (his-
tamin 120°C, imidazol i 4(5)-metilimidazol 80 °C).
Spektri niskog raziudivanja (30—50 meV) kalibri-
rani su istodobnim dodavanjem argona, ksenona i
dusika uzorcima. Svi su uzorci komercijalnog pori-
jekla najvige Cistoce.
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Snimljen je fotoelektronski spektar histamina uz He(I) pobudu. RazrjeSenje
elektronske strukture histamina postignuio je razmatranjem promjena energija ioni-
zacija u nizu imidazol, metilimidazol i histamin, te benzen, toluen, etilbenzen i fen-
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se izlazu fizioloSke i kemijske karakteristike histamina i njegovih antagonista.
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Abstract

The He(I) photoelectron spectrum of histamine (I) was used to solve its electron configuration by examg.
the change in ionization energy in the series imidazole, 4(5)-methylimidazole, I and C6H6, PhMe, PhEt,
PhCH2CH2NH?2, with sep. examn. of p-ionization and ionization of the free electron pairs which are
important to biol. activity. The physiol. and chem. characteristics of I and antagonists were discussed.



